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海南 龙 血 树 WD40 转 录 因子 基因 DchD40-1 的 克隆 和 表达 分 析 


RRL, ERR EAU, RAR! AE, Aca, WA” 


(1. 中 国 热带 农业 科学 院 热 带 作 物 生 物 技术 研究 所 , 海口 571101; 2. 海南 大 学 热带 农林 学 院 , 海 


570228) 


EH 
m 


摘 要 : 海南 龙 血 树 是 国产 血 竭 的 主要 基 源 植物 ,其 血 竭 主要 化 学 成 分 为 类 黄酮 化 合 物 。 目 前 对 血 竭 的 研究 


集中 在 化 学 成 分 及 药理 活性 分 析 ， 对 血 竭 形成 的 分 子 机 制 并 不 了 解 。WD40 转 录 因子 在 类 黄酮 的 积累 中 


有 重要 的 调控 作用 。 本 研究 根据 海南 龙 血 树 转 录 组 数据 , 利用 RTPCR 技 术 在 海南 龙 血 树 中 克隆 了 一 个 WD40 


RS 


FE KIDcWD40-1, ZEAL —^ 1 353 bp 的 开放 阅读 框 ， 


194507 33 


酸 ， 有 蛋白质 分 子 量 50.77 kD ， 理 论 


等 电 点 9.71。 生 物 信息 学 分 析 显 示 ，DcWD40-1 属 于 WD40 和 蛋白 家 族 成 员 ， 有 具有 5 个 保守 的 WD40 结 构 域 ， 和 


其 他 植物 WD40 和 蛋白 同 源 性 高 ， 保 守 性 强 。 利 用 Genome Walking 方 法 分 离 了 1 503 bp 的 DcWD40-7 启 动 子 序 


列 ， 该 区 域 具有 典型 真 核 生 物 启 动 子 结构 特征 ， 并 含有 多 个 应 答 激素 和 胁迫 的 响应 元 件 。 表 达 分 析 显 示 ， 


血 竭 诱导 剂 能 够 诱导 DcWD40-1 的 表达 ，DcWD40-1 的 变化 与 血 竭 


DcWD40-7 也 能 对 茉莉 酸 甲 酯 、 细 胞 分 裂 素 、 油 菜 素 内 酯 和 UV-B 处 理 他 


DcWD40-1 在 类 黄酮 生物 合成 中 的 潜在 功能 和 作 
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成 及 类 黄酮 积累 正 相 关 。 此 乡 


积极 响应 。 本 结果 为 进一步 而 
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Cloning and expression analysis of WD40 transcription 


factor DcWD40-1 from Dracaena cambodiana 
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Abstract: Hainan Dragon trees (Dracaena cambodiana) are the main plant resources of dragon's blood in China, 


and the main chemical constituents of the dragon's blood from which are flavonoids. The recent studies about 


dragon's blood mainly focus on the chemical constituents and pharmacological activities, while the molecular 
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mechanisms of dragon's blood formation remain unknown. WD40 transcription factor plays an important role in 
flavonoid accumulation. In this study, a WD40 gene named DcWD40-1 was cloned in Dracaena cambodiana 
based on transcriptome data and RT-PCR technology. The full-length of cDNA of DcWD40-1 was 1 550 bp, 
containing 1 353 bp opening reading frame (ORF), and encoding 450 amino acids with the calculated molecular 
weight of 50.77 kD and calculated pI 5.71. Bioinformatics analysis showed that DcWD40-1 belonged to a member 
of WD40 superfamily, had five conserved WD40 domains, and shared high identities to WD40 proteins from other 
plants. A 1503 bp-length promoter region of DcWD40-1 was isolated by Genome Walking method, which had 
structural characteristics of typical eukaryotic promoters. The promoter region of DcWD40-1 contained lots of 
hormone responsible elements, such as abscisic acid -responsive element, auxin-responsive element, salicylic acid 
-responsive element and jasmonic acid -responsive element; also had many cis acting elements related stress such 
as light, cold, hot, and anaerobic inducer. Expression analysis showed that DcWD40-1 was induced by dragon's 
blood inducers, positively related to flavonoids accumulation and formation of dragon's blood. In addition, 
DcWD40-1 can also respond positively to jasmonic acid, cytokinin, brassinosteroid and UV-B treatment. These 
results will lay the foundation for further study of the potential functions and mechanisms of DcWD40-1 in 
flavonoid biosynthesis in Dracaena cambodiana. 


Key word: Dracaena cambodiana, dragon's blood, flavonoids, WD40 transcription factor, gene expression 


[ 竟 是 一 种 传统 名 贵 中 药 ， 具 有 活血 化 将、 消炎 镇 痛 和 止血 生 肌 等 功效 (Gupta et al, 
2008; Wang et al, 2011)。 海南 龙 血 树 (Dracaena cambodiana) 是 国产 血 竟 的 基 源 植物 ( 郑 道 君 
等 , 2009; Wang et al, 2013)。 前 期 研究 表明 海南 龙 血 树 血 竭 中 的 主要 化 学 成 分 以 类 黄酮 化 合 
1 竭 中 的 类 黄酮 
化 合 物 具 有 多 种 生物 学 活性 ， 如 抗 癌 、 抗 肿瘤 、 抗 炎 、 抗 真菌 、 凝 血 酶 抑制 和 抗 增殖 活性 等 
活性 及 


物 为 主 (Chen et al, 2012; Zheng et al, 2012; Wang et al, 2017)。 海 南 龙 血 树 及 其 


roo 


(Luo et al, 2011; Mei et al, 2013; Wang et al, 2017).。 目 前 人 们 对 血 竭 的 化 学 成 分 、 药 至 
临床 应 用 的 研究 较 多 ， 但 对 类 黄酮 积累 和 血 章 形成 机 制 并 不 了 解 (Zhu et al, 2016). 
植物 类 黄酮 生物 合成 主要 受 结构 基因 (编码 类 黄酮 生物 合成 的 各 种 酶 类 ) 和 调节 基因 ( 转 
录 因 子 ) 的 控制 (Tohge et al, 2017). WD40 转录 因子 可 与 MYB 和 bHLH 转录 因子 互 作 形成 
MBW 复合 体 协同 调控 多 个 结构 基因 的 表达 ， 参 与 类 黄酮 的 生物 合成 Xu et al, 2015). WD40 
蛋白 是 真 核 生物 中 普遍 存在 的 蛋白 家 族 之 一 ， 在 进化 中 高 度 保守， 通常 含有 多 个 由 40 一 60 


个 氨基 酸 残 基 组 成 的 WD40 重复 基 序 (Xu & Min, 2011)。 目前 参与 类 黄酮 合成 相关 的 WD40 


基因 已 在 多 种 植物 中 得 到 分 离 与 鉴定 ， 如 拟 南 TTGI (Baudry et al, 2004), 2458 MdT7G71 (An 
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et al, 2012). #4 MrWD40-1(Liu et al, 2013). li DkWDRI (Naval et al, 2016). 4 PgWD40 
(Bensimhon et al, 2011)、 苦 荞麦 FtWD40 (Yao et al, 2017). VüZI hii SIAN (Gao et al, 2018), 
但 在 海南 龙 血 树 中 还 未 见 WD40 类 转录 因子 的 报道 。 
在 先前 的 研究 中 , 项 目 组 采用 “无 机 盐 诱 导 剂 输液 法 ”专利 技术 对 海南 龙 血 树 进 行 诱 导 
ETILA, 并 对 血 竭 的 成 分 及 诱导 前 后 的 转录 组 数据 进行 了 分 析 , 推导 出 类 黄酮 生物 合成 
途径 ， 并 筛选 获得 一 条 编码 WD40 的 基因 ， 推 测 其 可 能 在 类 黄酮 生物 合成 过 程 中 具有 调控 作 
] (Zhu et al, 2016)。 本 研究 将 在 此 基础 上 对 该 基因 进行 克隆 ， 并 分 析 其 时 空 表达 特征 ， 为 
研究 其 在 类 黄酮 生物 合成 中 的 潜在 功能 和 作用 机 制 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实 验 材料 
实验 所 需 的 植物 材料 海南 龙 血 树种 植 于 中 国 热带 农业 科学 院 生物 技术 研究 所 内 。 使 用 


10% 浓 度 血 竭 诱导 剂 通过 输液 的 方法 注射 海南 龙 血 树 茎 部 ， 人 处理 后 O. 3. 6d 取样 ， 有 具体 


$ 


` 


考 先 前 的 报道 (Zhu et al, 2016); 选取 生长 一 致 的 组 培 苗 移 置 于 液体 培养 基 中 7 d 后 进行 胁迫 


紫外 辐射 胁迫 (UV-B) 处 理 和 叶片 喷 施 200 pm:L! 莱 莉 酸 QMeJA)、 脱 落 酸 (ABA)、 细胞 分 裂 素 


N 


(CTK) 和 油菜 素 内 酯 (BR) 处 理 ， 处 理 0、3、12、24 h 后 取样 。 所 有 样品 采集 后 ， 液 所 速冻 ， 


于 -80 CHRT. 
1.2 核酸 提取 及 cDNA 合成 

总 RNA 和 DNA 按照 成 都 福 际 生物 技术 有 限 公 司 (FOREGENE) 的 Plant Total RNA 
Isolation Kit 试剂 盒 和 Plant DNA Isolation Kit 提取 。 总 RNA 按照 江苏 辕 公 生命 科技 有 限 公 
=] (NOVA® Yugong Biolabs) 的 All-in-One First-Strand Synthesis MasterMix (with DNase D 试 剂 
盒 的 方法 反 转 录 为 cDNA。 
1.3 DeWD40-1 的 基因 及 启动 子 克隆 


根据 海南 龙 血 树 转 录 组 数据 中 WD40 的 EST 序 列 ， 设 计 5' 端 特异 引物 WD40F: 


5'-CTACAAATITCATGTGAGCGG-3' 和 3/ 端 引 物 WD40R 


5'-CGGCAGCTCAGCTGCCTACAG-3’, 分 别 以 cDNA 为 模板 对 DcWD40-1 进 行 扩 增 。 扩 增 
产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 ， 回 收 目的 条 带 与 pDMD19-T 载 体 连 接 并 转化 大 肠 杆 菌 DHSa， 通 


过 菌落 PCR 鉴定 阳性 克隆 ， 送 诺 赛 基因 公司 测序 。 利 用 ExPASy 在 线 软 件 


Chttps://www.expasy.org/) 分 析 预 测 蛋 白 的 氨基 酸 组 成 、 分 子 式 、 分 子 量 和 等 电 点 ;利用 


PSORT (http://psort!.hgc.jp/form.html) FW) WAN ALE fz; 利用 DNAMAN 软 件 进行 氨基 酸 序 列 
比 对 分 析 。 


利用 Clontech 公 司 的 Universal Genome Walker 2.0 Kit 对 DcWD40-1 的 启动 子 进 行 克 隆 。 


将 基因 组 BNA 经 EcoRV、Stu 1 、Pvu Il 和 Dra 工 等 4 种 内 切 酶 酶 切 后 ， 在 T4 连 接 酶 作用 下 与 


接头 连接 ,以 连接 产物 为 模板 , 采用 接头 引物 (AP1 和 AP2, 试剂 盒 提供 ) 和 基因 特异 引物 PWD: 


5'-TGGAGGTGGTGGGTATTTCG-3'; PWD2: 5'-GATACTCGTTGCTGGATTATAGGA 3^) i 
行 两 轮 PCR 扩 增 。 扩 增产 物 经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 ， 回 收 目的 条 带 与 pDMD19-T 载 体 连接 并 转 


化 大 肠 杆 菌 DH5a， 通 过 菌落 PCR 鉴 定 阳性 克隆 ， 送 诺 赛 基因 公司 测序 。 利 用 在 线 工 具 


PlantCARE(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 进 行 启动 子 元 件 分 析 。 
1.4 基因 表达 分 析 


利用 SYBR®@ Select Master Mix 试 剂 盒 在 Mx3005P Real-Time PCR System 上 进行 PCR 分 


析 。 内 参 基因 为 4Actin， 引 物 序 列 为 qDcACT-F(5'-ACCGAGAGAGGGTACTCATT-3”)， 


qDcACT-R (5-CCAGCTCCTGCTCGTAATC-3)  ; HE 的 3 引 物 
qWDI-F(5-GAATGGAGGTGGTGGGTATTT-3^) All qWDI-R 
(5'-TTTGTTTGATGGAGGAGAGAGA -3)。qPCR 反 应 体积 20 uL: 10 wL2xSYBR mix, 1E/x. 


向 引物 各 1 pL (10 um-L, 1 kL cDNA 模 板 , 7 uL ddH;O. | qPCR 反 应 条 件 : 95 "C. 10 min; 


95 C 15s, 60 C 30s, 72 C 30s，40 个 循环 。 采 用 2 法 分 析 基 因 的 相对 表达 量 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 DcTWD40-7 的 克隆 

根据 在 海南 龙 血 树 转录 组 数据 中 获得 的 WD40 基 因 的 EST 序 列 ， 设 计 特 异 引物 对 该 基因 
的 全 长 序列 进行 扩 增 ， 获 得 一 条 1 500 bp 左右 的 特异 条 带 。 将 目的 片段 连接 到 T 载 体 上 进行 
测序 ， 测 序 结果 与 通过 转录 组 测序 得 到 结果 一 致 ， 将 该 基因 命名 为 DcWD40-1。 本 研究 获得 
的 DceWD40-1 基 因 全 长 1550 bp， 包含 一 个 1 353 bp 完整 的 开放 阅读 框 。 
2.2 DeWD40-1 的 分 子 特征 


DcWD40-1 编码 蛋白 由 450 个 氨基 酸 组 成 ， 其 中 甘氨酸 (Gly) 和 丝氨酸 (Ser) 最 多 ， 有 


40 个 ， 占 比 达到 8.9%。DcWD40-1 蛋白 分 子 式 为 Cyw3s8H3412Ne34O6goS17， 预 测 分 子 量 为 50.77 


kD, 理论 等 电 点 $.71。 亚 细胞 定位 预测 显示 DcWD40-1 定位 于 微 体 中 可 能 性 最 大 ,达到 71.4%。 


氨基 酸 序列 分 析 发 现 ，DceWD40-1 具有 植物 WD40 转录 因子 的 结构 特征 ， 包 含 5 个 WD40 
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重复 基 序 。DcWD40-1 的 氨基 酸 序列 与 海 表 (Phoenix_dactylifera)、 油 棕 (Elaeis guineensis)、 


深圳 拟 兰 (Apostasia_shenzhenica) 和 铁皮 石 解 (Dendrobium catenatum) 中 相应 WD40 氨 基 酸 序 


列 的 同 源 性 分 别 为 77.1%、76.9%、75.6% 和 74.9%。 


Apostasia shenzhenica if 
Dendrobium catenatum 
Elaeis guineensis 


i zhenici lvDÉGE. 
Dracaena cambodiana Maas DDDIGErVGGRL a A 


OG) 


Phoenix dactylifera 


Apostasia shenzhenica 
Dendrobium catenatu 
Elaeis guineens. 
Phoenix dactylifer. 
Dracaena cambodiana 


Apostasia shenzhenica 
Dendrobium catenatum 
Elaeis guineensis 
Phoenix dactylifera x 
Dracaena cambodiana ® 


Apostasia shenzhenica PERERA 
Dendrobium catenatum ME 
Elaeis guineensis (SEE 
Phoenix dactylifera  WMSSEROREE 
Dracaena cambodiana WS 


Apostasia shenzhenica FREES 
Dendrobium catenatum EB 
Elaeis guineensis BB 
Phoenix dactylifera S 
Dracaena cambodiana BESI- GER TEESE 


ik: 划 线 处 为 WD40 基 序 。 


Note: The conserved WD40 domains are underlined. 


图 1 DcWD40-1 与 其 他 植物 WD40 和 蛋白 氨基 酸 序列 比 对 


T 


Fi g.1 Alignment of DcWD40-1 and other WD40s form other plants 


2.3 DceWD40-1 启 动 子 的 克隆 和 序列 分 析 


利用 Genome Walking 方 法 分 离 了 DcWD40-1 启 动 子 区 1503 bp, 该 区 域 


启动 子 结构 特征 ， 包 含 多 个 TATA-box、CAATbox 等 基本 元 件 。 此 外 ， 


具有 典型 真 核 生物 


该 启动 子 序列 中 含有 


细胞 分 裂 素 响应 元 件 CMRs、 脱 落 酸 相应 元 件 ABRE、 生 长 素 响 应 元 件 TGA-box、 水 杨 酸 响 


应 元 件 TCA-element 和 茉莉 酸 响 应 元 件 CGTCA- motif 等 激素 响应 元 件 ; 


还 有 防卫 和 胁迫 响应 


元 件 TC-rich repeat、 厌 氧 诱导 元 件 激 发 子 响应 元 件 ARE、 热 激 响应 元 件 HSE 和 低温 响应 元 件 


LTR 以 及 多 个 光 相 应 元 件 , 如 3-AF1 binding site, ATCC-motif, ATCT-motif, 


G-box SP1、GT1-motif 等 。 这 说 明 上 述 这 些 激素 和 胁迫 可 能 影响 DcWD40- 


Box I[ .GA-motif、 


7 的 转录 水 平 。 
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CAATTTTATCATTTTGTTTTTAGCTGTATAACTATTTTAAACATTTATGTATTATTGGCTGTTTGGAATAAGGTTAACTGAATTTTTTTCCTCCTTGTTCAGCACAG 
GT1-motif HSE 
CCACAGACCCACTTACGCTCTAAGCGTAGTTGTTTTTTTTTTTTTTCTTTGAATAATTGGTAGTTTGTTTTTTTTCTTTGAATAATTGGACTATGGGTTGCAGGCCC 
AAATAAGAGAAAAACCGACCGATCTGAACCGAACAAGAGAAAAACCGATCAATCTGAACCGAACTGAAAATTTAGTTTCCGTTTTCTACGGGCTACGGTTGGT 
TTCGGATATGATATTTCGGTTTTGTTTTTTATTGGAATTTTTTCACTCAAATTCAAACTGAACCGATCGATACTCATTCCTGCTTAATTCCGAGAAGCTAAGGA 


ARE LTR LTR HSE 
TTCAAGTGCAAATATTTTTTTTTTTTAAATTACAGATATTTAAATTACACGTGCTACAATATCTATAATATTATAGAAATAATTTTTGCAATGAAGACTAAAAAATT 
ABRE/ G-Box HSE 
TTGTGGGCGCTTCTAGAATACCTGCGCTCAGATTTGAAAGCCGGCCCGGCCTGCCACGTCACTCGGTCGGTTTTGGACAGCGAAAAAAAACATTTCTCTAGA 
ATCT-motif Box I ABRE/G-Box/TGA-box CGTCA-motif HSE 


GACTTGCCGAACCAAACAAAAAAAAAAGGGATATTTAAAGATTTGTCCTTACATCTTTATAAATTATAATTGAGTCCCTTAAATCTTAATATTTAGATTTAGTCC 
3-AFI binding site CRM 
CAATCCTCTAAGTTATTACAATTTAGTCCCTCTCGCTACCTTCCGTTAGCCCAGTATATTTTTTTATCTGATATCCTTCCTTAATTCCTT TCCTCTTCCTCCTCT 


ATCC-motif 

CTTCTACTICCCTCTTCCTCCTCTTCTCTCTTCTTITTICATTCTTCCTCCTCTCTTICTCCTTCCCTCTTCCTTICTCTCTTCTTTTTCATTCTTCCTCTTCTCTTCTCC 
GA-motif 

TTCCCTCTTCCTCCCCTCTTCTTATTTTTTTCATTCTTCCTCCTTTCTTCTCCTTCCCTCTTCCTCCTCTCTTCTCATTTTTTCATTCTTCATCCTTTCTTCTCCTTCC 


SP1 TCA-element TC-rich repeats 
CTCTTTCTCCTCTCTTCTCCTTTTCTCTTCTTCCTTTCTTCTCCTTTTCTTTATTGGGTTCATTGGTTCCCCTTTCTTCTTCTCTTCTATCTCTATTCTTTCCCTTTTT 
TCA-element GA-motif TCA-element TCA-element 
TTCTTTATAAGGGTATTTAAGTCATTTTATTATTAAAAAAAAGTAAAAATTAAATTTTTCCGTTTATTTGGATGGAAAAATTAACGAAGCGACTAAACTGTAGCAA 
CTTAGAGGATTTAGGGACTAAATCTAAATATGAAGATTTGGATATAAAGATGTAAGGGACAAAACTGTAAATATCAAAAAAAAAAAAAAGACTTCGAAACTAAA 
CRM CRM 
AAAAAGAAAAGAAAAAACAATCAAGTAAAAGAGAACACGGAATCCCGAAAAAGATTTCTAATTATTTATTACTCGCATCATCTAATCTAATCTCCTACAA 
LTR HSE ATCT-motif 
ATTCATGTGAGCGGGCGGCATCACCTCAACTTTGCTTTTGCTTCTCTCGATGATTATCTATTATCAATAGATACTCGTTGCTGGATTATAGGATAGAGCATGTCGA 
SP1 GA-motif CRM 


图 2 DcWD40-1 启动 子 序列 及 主要 调控 元 件 


Fi g.2 Promoter sequence of DCWD40-1 and main regulatory elements 


2.4 DcWD40-1 在 血 竭 诱导 剂 处 理 下 的 表达 
无 机 盐 能 够 诱导 血 竟 的 产生 ， 并 上 调 类 黄酮 积累 相关 基因 的 表达 。 因 此 ， 本 研究 检测 了 


DcWD40-7 在 无 机 盐 处 理 下 的 表达 特征 。 定 量 PCR 结 果 显 示 ， 在 无 机 盐 诱 导 3 d 和 6 da, 
DcWD40-7 的 表达 量 分 别 上 调 1.6 倍 和 2.5 倍 (图 3: A); 在 先前 的 转录 组 数据 中 , 无 机 盐 诱导 3 d 
和 6 d 后 ，DcWD40-7 的 RPKM 值 比 对 照 分 别提 高 3.6 倍 和 6.8 倍 (图 3: B) ERAR H 
诱导 剂 能 够 诱导 DcWD40-7 的 表达 。 
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YE: A. 以 qPCR 为 基础 的 表达 分 析 ; B. 以 FPKM 值 为 基础 的 表达 分 析 。 


Note: A. Expression analysis based on qPCR; B. Expression analysis based on FPKM values. 


图 3 DcWD40-7 在 血 竭 诱导 剂 处 理 下 的 表达 


Fi g.3 Expressions of DCWD40-1 in response to the inducer of dragon's blood 


2.5 DcWD40-7 在 胁迫 处 理 下 的 表达 
植物 激素 和 光照 在 类 黄酮 次 生 代 谢 物 形成 中 具有 重要 的 调控 作用 。 因 此 , 本 研究 检测 了 
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DceWD40-1 对 激素 MeJA、CTK、ABA、 和 BR， 以 及 UV-B 胁 迫 的 响应 特征 。qPCR 结 果 显 示 ， 


除了 ABA 外 (图 4: C)， 其 他 5 种 处 理 均 能 诱导 DcWD40-1 的 表达 ， 其 中 MeJA 和 BR 处 理 下 ， 
表达 最 高 点 均 在 处 理 后 24 h， 分 别 是 正常 水 平 的 2.1 倍 和 6.5 倍 (图 4: A, D); CTK 处 理 下 ， 
表达 最 大 值 是 处 理 后 12 h， 上 调 6.2 倍 (图 4: B); DcWD40-1 对 UV-B 响 应 积极 ， 人 处 理 后 3 h 表 
达 量 就 达到 高 点 ， 是 对 照 的 74.5 倍 (图 4: BE). 
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YE: A. MeJA 处 理 ; B. CTK 处 理 ;，C. ABA 处 理 ;，D. BR 处 理 ; E. UV-B 处 理 。 


Note: A. MeJA treatment; B. CTK treatment; C. ABA treatment; D. BR treatment; E. UV-B treatment. 


图 4 DcWD40-7 在 不 同 胁迫 处 理 下 的 表达 


Fi g.4 Expressions of DcWD40-1 under different stress treatments 


3 讨论 


WD40 重 复 蛋 白 是 一 类 古老 的 蛋白 家 族 ， 结 构 高 度 保 守 ， 其 广泛 参与 植物 的 生长 发 育 过 
程 ， 如 信号 转 导 ， 细 胞 分 裂 、 基 因 表 达 调 节 、 和 蛋白 质 泛 素 化 、 组 蛋白 甲 基 化 、 基 因 组 稳定 性 
以 及 细胞 周期 调控 等 过 程 (Xu & Min 2011D)。 已 有 研究 发 现 WD40 蛋白 与 植物 类 黄酮 积累 量 
密切 相关 (Xu et al, 2015)。 首 个 参与 类 黄酮 代谢 调控 的 WD40 基 因 是 矮 牵 千 Ph4N17(De et al, 
1997)， 随 后 在 多 个 植物 中 鉴定 了 类 黄酮 合成 相关 的 WD40 类 转录 因子 。WD40 蛋白 通常 与 
MYB 和 bHLH 转 录 因 子 互 作 形成 MBW 复 合体 协同 调控 类 黄酮 生物 合成 。 在 MBW 转录 复合 
体 中 ， 具 有 DNA 结合 特性 的 为 MYB 和 bHLH 成 员 。WD40 转 录 因 子 大 多 没有 可 以 识别 的 
顺 式 作 用 元 件 , 也 没有 任何 催化 活性 ， 其 功能 在 于 稳定 蛋白 互 作 , 增强 伙伴 的 基因 活性 (Xu 
et al, 2014; Xu et al, 2015)。WD40 转 录 因 子 虽然 不 能 直接 调控 类 黄酮 合成 结构 基因 的 表达 ， 
但 已 在 多 种 植物 中 证 实 通过 表达 WD40 基 因 能 显著 提高 转基因 植株 中 的 类 黄酮 含量 (Yao et 
al, 2017; Gao et al, 2018)， 这 说 明 WD40 转 录 因 子 在 类 黄酮 积累 中 具有 重要 的 调控 作用 。 

本 研究 在 海南 龙 血 树 中 获得 一 个 编码 WD40 转 录 因 子 的 基因 DcWD40-1， 该 基因 编码 蛋 
具有 植物 WD40 和 蛋白 的 典型 结构 特征 ， 包 含 5 个 WD40 重 复 基 序 。FPKM 值 和 q-PCR 分 析 结 
果 均 显示 无 机 盐 诱 导 剂 能 够 上 调 海南 龙 血 树 PcWD40-7 基因 的 表达 ，PcWWD40-7 的 变化 与 [ 
竟 形 成 及 类 黄酮 积累 正 相 关 (Zhu et al, 2016)， 说 明 其 在 类 黄酮 生物 合成 过 程 中 可 能 具有 重要 


的 功能 。 长 期 以 来 , 黄酮 类 化 合 物 一 直 被 认为 是 一 种 保护 植物 组 织 免 受 紫 外 线 危 害 的 化 学 物 
Wi. 光照 尤其 是 紫外 辐射 能 够 诱导 植物 体内 类 黄酮 的 积累 和 相关 基因 的 表达 (Petrussa et al, 
2013)。 目 前 已 证 实 沫 莉 酸 、 脱 落 酸 、 细 胞 分 裂 素 和 油 荣 素 内 酯 等 植物 激素 在 类 黄酮 生物 合 
成 中 具有 重要 的 调控 作用 (De et al, 2012; Yun et al, 2015; Xin et al, 2017 Koyama et al, 2018 ). 
6- 下 氨基 腺 嗓 (6-BA)， 一 种 人 工 合成 的 细胞 分 裂 素 ， 能 促进 海南 龙 血 树 组 培 苗 血 竟 形 成 和 诱 
导 类 黄酮 合成 相关 基因 表达 ( 杨 本 鹏 等, 2009; Wang et al, 2015)。 本 研究 发 现 DcWD40-1 启 动 


子 区 存在 1 个 茉莉 酸 响 应 元 件 CGTCA- motif、4 个 CTK 响 应 元 件 CMR 以 及 众多 的 光 响 应 元 件 ， 


I 


如 3-AF1 binding site, ATCC-motif. ATCT-motif, Box I, GA-motif, G-box SP1, GT1-motif 


等 。 表 达 分 析 进 一 步 证 实 MeJA、CTK、BR 和 UV-B 能 够 显著 上 调 DcWD40-1 的 表达 ， 这 说 明 


DcWD40-1 可 能 通过 MeJA、CTK、BR 和 UV-B 信 号 途径 参与 对 类 黄酮 生物 合成 的 调控 。 下 一 
步 ， 我 们 将 继续 对 DcWD40-1 的 功能 和 表达 调控 特征 进行 深入 研究 ， 为 通过 转基因 或 激素 
及 化 学 调控 等 方式 改变 DcWD40-7 的 表达 来 提高 海南 龙 血 树 中 类 黄酮 含量 黄 定 基础 。 
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